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摘要 经 sephadex G-75 凝 胶 过 滤 、QAE-Sephadex A—50 和 CM-Sephadex C-25 离子 交 
i&2pUR, JL ES P ds Un (Deinagkistrodon acutus) 蛇 毒 中 纯化 出 两 个 出 血 毒 素 ， 被 命名 为 
HaHT-1 和 HaHT-2。 用 聚 再 烯 酰胺 凝 胺 电泳 (PAGE) 和 SDS- 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 鉴定 呈 单 一 
的 蛋白 染色 带 。 两 个 出 血 毒 素 的 分 子 量 相同 ， 均 为 23.5 kDa。 等 电 聚焦 电泳 测定 它们 的 等 电 点 
分 别 为 5.6 和 52, HaHT-1 和 HaHT-2 均 具有 较 强 的 出 血 活性 (MHD 分 别 为 0.5 和 0.8 ug), 
都 有 酷 蛋 白水 解 活力 ， 无 精 氨 酸 酯 酶 、 胆 碱 酯 酶 和 磷脂 酶 A, 活力 。 用 CD 谱 测 定 HaHT-1 和 
HaHT-2 的 溶液 构象 ，HaHT-1 的 ax- 螺旋、p- 折 又 和 无 规 卷曲 分 别 为 36.9%、35.5% 和 
27.6%， 而 HaHT-2 的 a- 螺旋、B- 折 和合 和 无 规 卷 曲 分 别 为 23.4%、31.3% 和 45.396, pH 的 变 
化 对 它们 构象 有 影响 ， 在 p 2-11 范围 内 ， 酸 性 比 碱 性 大 。 随 着 酸性 或 碱 性 的 增加 其 <- 螺旋 含 
量 减 少 ， 无 规 卷 曲 增加 ，p- 折 得 结 构 变 化 不 大 。 


关键 词 ” 尖 吻 量 蛇 ， 出 血 毒 素 ， 溶 液 构象 ， 圆 二 色 性 


星 亚 科 和 晓 亚 科 毒 蛇 的 毒液 中 含有 血 循 毒 (被 这 类 毒蛇 咬 伤 后 会 引起 严重 的 出 血 ， 如 
不 及 时 救治 ， 会 危及 生命 )。 血 循 毒 的 组 份 是 由 多 种 具有 不 同 生 物 活性 成 份 组 成 ， 它 们 对 
被 伤 者 血液 系统 的 作用 过 程 是 相当 复杂 的 ， 其 主要 表现 形式 有 :， 血 纤 蛋白 溶解 、 血 纤 蛋 白 
凝固 、 血 小 板 凝 府 、 抗 血小板 凝聚 、 血 细胞 透 过 毛细 血管 壁 逃 出 血管 外 等 。 出 血 毒 素 是 血 
循 毒 组 份 中 的 一 种 成 份 ， 它 能 使 毛细 血管 基底 膜 水 解 ， 引 起 血管 壁 破 裂 ， 血 细胞 通过 破裂 
处 而 逃 出 血管 外 ， 从 而 引起 出 血 现 象 。 对 于 蜂 亚 科 和 昨 亚 科 的 蛇毒 出 血 毒 素 ， 广 泛 地 受到 
国内 外 学 者 的 重视 ， 但 对 我 国 大 陆 的 尖 吻 蝶 蛇 (Deinagkistrodon acutus) 蛇 毒 出 血 毒 素 则 研 
究 较 少 。Nikia(1985)、Sugihara(1979)、Mori 等 (1984) 和 Ouyang 5 (1976)JJ & 15 JJ: vp ii 
蛇毒 中 分 离 纯化 的 出 血 毒 素 ， 主 要 集中 在 促 凝 、 抗 凝 、 纤 溶 和 致死 等 方面 的 研究 。 除 徐 淘 
(1980) 4& E] -K Bii Bc pig j^ 2o p d dr e rtt [63] 3 个 出 血 毒 素 并 对 其 性 质 进行 了 研究 外 ， 有 
关 大 陆 尖 吻 贤 蛇毒 出 血 毒 素 的 理化 性 质 研究 很 少 ， 而 对 它们 结构 方面 的 研究 几乎 没有 进 
行 。 

本 文 报道 湖南 产 尖 吻 刚 蛇毒 两 个 出 血 毒 素 的 部 分 物理 化 学 性 质 及 其 它们 在 溶液 中 的 构 
象 。 


@ 现在 南京 中 医学 院 科研 处 工作 
本 文 1994 年 9 月 6 日 收 到 ， 同 年 10 月 19 日 修 回 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 


Wb 3$ ARIES ULIS JP 2: IR E (Deinagkistrodon acutus) 毒 液 冻 干 粉 。 | 

Sephadex G-75, QAE-Sephadex A-50, CM-Sephadex C-25， 分 子 量 标准 蛋白 均 
系 Pharmacia 产品 ，Ampholine (pH3.5 一 10，4 一 6) 为 LKB 产品 ，SDS、 琼 脂 糖 为 Serva 
产品 ，TEMED、 丙 烯 酰胺 、 甲 叉 双 丙烯 酰胺 、p- 琉 基 乙 醇 、 去 氧 胆 酸 钠 、 考 马 斯 亮 兰 
R-250、G-250 均 为 Fluka 产品 ， 人 纤维 蛋白 原 为 Sigma 产品 ，BAEE、TAME、 牛 血 
清白 蛋白 为 中 国 科学 院 上 海 生 物化 学 研究 所 产品 ， 其 余 试 剂 均 为 国产 分 析 纯 产品 。 
1.2 方法 
1.2.1 出 血 活性 测定 ”每 组 取 5 只 昆明 系 小 白鼠 (22+ 2 g)， 用 不 同 浓 度 的 样品 液 (样品 溶 
解 液 为 0.02 mol AL NaH;PO,-Na;HPO, 缓冲 液 ， 含 0.15 mol/ L NaCl) 0.1 ml 分 别 注 
射 于 小 白鼠 背部 皮下 ，6h 后 ， 乙 醚 处 死 ， 剥 下 小 鼠 皮 肤 ， 测 量 注射 皮 肤 部 位 出 血 斑 的 面 
积 ， 取 每 组 的 平均 值 ， 以 面积 对 剂量 作 图 。 最 小 出 血 剂 量 (MHD) 定 义 为 引起 5mm 直径 
的 出 血 斑 大 小 所 需 的 剂量 。 
1.2.2 纯度、 分 子 量 和 等 电 点 测定 ”用 SDS 不 连续 平板 电泳 鉴定 纯度 ， 分 离 胶 
C=2.7%，T=10%，pH8.9; 浓缩 胶 C=2.7%，T=4%，pH6.8， 电 流 25 mA, Hj iR) 
3.5 h。 分 子 量 测 定 采 用 疑 胶 平板 电泳 ， 分 离 胶 T=15%，C=2.6%，SDS 1%; RARI 
T=4%，C=2.6%，SDS 1%， 电 流 25mA，5h。 标 准 分 子 量 蛋 白 : 卵 清和 蛋白 
(43 kDa)、 碳 酸 醛 酶 (30 kDa)、 大 豆 蛋 白 酶 抑制 剂 (20 kDa) 和 cx- 乳 球 蛋白 (14 kDa)。 分 子 
量 计算 用 插入 法 ， 从 电文 染 色 的 蛋白 带 求 得 未 知 分 子 量 样 蝇 的 Rf 值 ， 再 从 标准 蛋白 的 对 
数 座 标 图 上 读 取 所 测 得 样品 的 分 子 量 。 等 电 点 测定 ，Ampholine (pH4—6, 3.5—10), X 
胶 浓 度 T=7.5%，C=0.52%， 上 槽 0.02N 磷酸 为 正极 ， 下 槽 0.01N 氮 氧 化 钠 为 负极 。 恒 
压 120V， 通 电 12 h Zi EUR, HUE, He, 
1.2.3 ”氨基酸 组 成 测定 ”准确 称 取 一 定量 的 样品 ， 盐 酸 水 解 后 用 HITACHI-835 自动 氨 
基 酸 分 析 仪 测定 。 
1.2.4 贺 二 色 性 测定 ” 远 紫 外 圆 二 色 (CD) 谱 的 测定 采用 JASCO J-500C 型 自动 记录 分 
光 偏 振 仪 。 测 定 温 度 为 25C 。 缓 冲 系 统 如 下 : pH2-3, 0.02mol/L 甘 氛 酸 -盐酸 缓冲 
iM; pH4 一 5，0.02 mol/ L fr Ee —Fr EXER PAR 0B: pH6—8, 0.02 mol / L 磷酸 二 和 气 钠 
-磷酸 氢 二 钠 缓冲 液 ，pH9 一 11，0.02 mol/L 甘氨酸 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 。 测 定 温度 对 CD 
谱 的 影响 时 ， 先 将 样品 保温 一 定时 间 后 缓慢 平衡 至 25C 再 行 测 定 。 测 定 正常 情况 下 出 血 
毒素 的 CD 谱 时 ， 所 有 的 缓冲 液 均 为 0.02 mol / L, pH 为 7.0。 

平均 氨基 酸 残 基 分 子 量 取 值 110， 使 用 0.05 和 0.1 cm 的 石英 样品 地 。 圆 二 色 性 以 平 
均 残 基 椭 圆 值 (9) 表示 ， 单 位 为 度 。 厘米 */ 分 .摩尔 [deg * cm? / (d * mol]. 


2 结果 
2.1 尖 陷 螟 蛇毒 出 血 毒 素 的 纯化 和 纯度 、 出 血 活性 测定 


2.1.1 Sephadex G-75 BEJBé xtüE ”经 酸 碱 处 理 后 的 Sephadex G-75 用 0.05 mol/L 
Tris-HCI 缓冲 液 (pH7.4) 浸 泡 过 夜 ， 然 后 装 入 2.0 cm x 100 cm 柱 ， 用 上 述 Tris-HCl 缓冲 
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该 平衡 24 h。50 mg 粗 毒 溶 于 缓冲 液 中 ， 离 心 去 掉 不 溶 物 ， 将 上 清 液 加 入 柱 的 顶端 ， 用 平 
衡 缓 中 液 洗 脱 ， 自 动 部 分 收集 器 收集 ， 每 管 3 ml， 每 小 时 5 管 ， 在 280 nm 波长 处 测定 每 
管 的 蛋白 质 吸 收 峰 ， 层 析 图 详 见 图 1。 出 血 活性 集中 在 峰 荆 。 

2.1.2 QAE-Sephadex A-50 离子 交换 层 析 QAE-Sephadex A-50 经 处 理 后 用 
0.05 mol / L (pH7.4) iif Jc & FE (3.5 cm x 30 cm)， 平 衡 48 h， 将 峰 本 加入。 分 两 步 洗 
脱 ， 先 用 平衡 缓冲 液 洗 脱 ， 待 洗 至 无 蛋白 吸收 峰 后 ， 改 用 NaCl 直线 梯度 洗 脱 (0 一 
0.3 mol/L), 4& 15 min 收集 1 管 ， 每 管 5 ml， 测 定 280 nm 的 吸收 值 ， 层 析 图 谱 见 图 
2。 经 活性 鉴定 ， 出 血 活 性 主要 集中 在 峰 6 和 峰 7。 收 集 这 两 个 峰 ， 透 析 、 冻 干 后 进行 纯 
度 鉴定 。 峰 7 呈 单 一 蛋白 染色 带 ， 而 峰 6 呈 二 浅 一 深 的 3 条 蛋白 带 。 





图 1 Sephadex G-75 凝 胶 过 滤 图 3 CM-Sephadex C-25 层 析 图 


Fig. 1 Gel filtration on Sephadex G-75 Fig. 3 Chromatogram of CM-Sephadex C-25 
The venom (500 mg) was applied to a 2 x 100 cm The peak 6 of QAE-Sephadex A~50 was applied to 
column and eluted with 0.05 mol/ L Tris-HCl this column and eluted with 0.025 mol / L HAc- 
buffer, pH7.4 -NaAc buffer, pH5.0 


2.1.3 | CM-Sephadex C-25 离子 交换 层 析 CM-Sephadex C-25 经 处 理 后 用 
0.025 mol/ L 醋酸 -醋酸 钠 (pH 5.0) 缓 冲 液 浸泡 ， 装 柱 (1.2cm x 30 cm)， 平 衡 48 h。 
QAE- Sephadex A- 50 层 析 的 峰 6 透析 冻 干 样品 溶解 后 上 柱 。 平 衡 缓冲 液 洗 脱 至 基本 无 
蛋白 峰 时 改 用 NaCl (0 一 0.5 mol/ 工 ) 直 线 梯度 洗 脱 ， 洗 脱 速度 均 为 15 min/ 管 ，3 ml7 
管 。 收 集 各 管 测 280 nm 吸收 值 (图 3)。 峰 3 有 出 血 活 性 。 透 析 冻 干 活 性 峰 ， 电 泳 鉴定 对 
单一 蛋白 染色 带 (图 4)。 我 们 称 6 一 3 峰 和 7 峰 分 别 为 HaHT-1 和 HaHT-2。 
2.1.4 最 小 出 血 剂 量 (MHD) 用 每 组 小 鼠 出 血 斑 的 平均 面积 对 剂量 作 图 ， 由 图 查 得 
HaHT-1 为 0.5 ug, HaHT-2 为 0.8 ug, 
2.2 分子量、 等 电 点 和 氨基 酸 组 成 

SDS- 府 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 测定 分 子 量 的 结果 以 标准 分 子 量 的 对 数 对 电泳 相对 迁移 率 
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作 图 (图 5, med 
* ，85 HaHT-1 和 HaHT-2 的 分 子 
量 相同 ， 均 为 23.5kDa. X 
丙烯 酰胺 凝 胶 等 电 聚 焦 的 pH 
曲线 见 图 6。 由 图 查 得 
HaHT-1 和 HaHT-2 的 等 电 
点 分 别 为 5.6 和 5.2。 
0.4 0.2 HaHT-1 和 HaHT-2 的 
a 氨基 酸 组 成 见 表 1， 它 们 中 的 
AGREE ps Asx 和 Glx 含量 比较 丰富 ， 这 
与 其 等 电 点 酸性 相符 合 。 它 们 





20 40 60 80 160 200 240 


图 2 QAE-Sephadex A-50 层 析 图 ”的 Ser 含量 也 相当 多 。 
Fig. 2 Chromatogram on QAE-Sephadex A-50 . 2.3 CD 谱 对 滨 液 构象 的 测 | 
The peak 2 obtained from the Sephadex G-75 was applied to a 5E 
3.5 x 30 cm of QAE-Sephadex A—-50 column and eluted using 2.3.1 中 性 组 冲 i 中 的 CD 
0.05 mol / L Tris-HCl buffer, pH7.4 | 谱 HaHT-1 和 HaHT-2 在 


A1 尖 购 量 蛇 毒 出 血 毒 索 1 和 出 血 毒素 2 的 氨基 酸 组 成 和 分 子 量 ”0-02 mol / L (pH7.0) BER Ph 
Tab. 1 Amino acid composition and molecular weight of HaHT-1, 液 中 的 CD 谱 如 图 7。 


HaHT-2 from the venom of Deinagkistrodon acutus HaHT-1 远 紫 外 CD 谱 显示 
am —— mk 27mm ff, fübu- - 
2 HaHT-1 HaHT-2 6420 deg* cm^/ (d- mob, 
iin 人 24 HaHT -2 远 紫外 CD 谱 显 示 
Th 11 11 
a 2: 208 nm 的 负 蜂 和 217 nm 的 负 
Pro 8 8 2 . ] X 
Gly 14 13 cnr dds nD n [Ol 
Ala 16 14 —3256 deg * cm’/ (d & 
Val 14 13 mol)。 根 据 Chen 等 (1974) 的 
3 E Ji ik it 4, HaHT-1 和 
Leu 13 16 HaHT-2 的 二 级 结构 构象 单 
Tyr 8 9 元 含量 列 入 表 2 中 。 
xs : : (2.3.2 pH 对 CD 谱 的 影响 
Lys 12 1 图 8 是 几 种 不 同 pH 条 件 下 
的 CD 谱 。HaHT-1 的 CD 
ys . 
Try ad: adi 谱 随 溶液 pH 增 大 而 变化 不 
总 残 基数 213 207 大 ， 当 pH 增 至 11 时 ， 负 峰 
氨基 酸 分 析 计 算 的 分 子 量 23348 22720 
sps 电 六 的 分 了 量 23500 — 500 nis 


小 。 随 着 pH 降低 ，CD 谱 变 
化 较 大 ， 但 在 pH6 时 变化 很 
小 ，pH4.5、3、2 时 ， 负 峰 蓝 移 至 210 nm， 且 峰值 减 小 。HaHT-2 的 CD 谱 比 较 复 杂 。 
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图 4 f&(CfüSiH dn EEHRUKEE —— 图 5 HRHSDSNIPIBEECRE E: ok ate 
Fig. 4 Electrophoretogram of purified 出 血 毒 素 分 子 量 


hemorrhagic toxins Fig. 5 Determination of the mol. WT of 


hemorrhagins by SDS polyacrylamide 


gel electrophoresis 


A; Crude venom; B; Peak 6 of QAE-Sep.column; 
C; Peak 7 of QAE-Sep. column; D: Peak 3 of CM-Sep. column. 
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图 6 HR NIE HaHT-1 和 图 7 HaHT-1ffü HaHT-2 f£ 25C, 
HaHT-2 的 等 电 点 | pH7.0 时 对 圆 二 色光 谱 的 影响 
Fig. 6 Determination of the isoelectric points Fig. 7 The effect of HaHT-1 and HaHT-2 


of HaHT-1 and HaHT-2 by isoelectric focusing on CD spectrum at 25C, pH7.0 


——4 HaHT-1 (pH7.0, 25C); 
—* —4 HaHT-2 (pH7.0, 25C) 


当 溶 液 pH 在 8 和 9 时 ，208 nm 处 的 负 峰 不 变 ， 随 pH MX, 217 nm 负 肩 峰 逐 渐 消 失 。 
pH11 时 ， 肩 峰 不 仅 消 失 ，208 nm 处 的 负 峰 也 蓝 移 至 205 nm， 当 在 pH6 的 溶液 中 时 ， 
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3&2 用 Chen 和 Yang 的 方法 对 HaHT-1 和 HaHT-2 圆 二 色光 谱 的 构象 分 析 
_Tab. 2 Conformation analysis of HaHT-1 and HaHT-2 by CD using the method of Chen and Yang 


cx- 螺旋 (96) B- 折 又 (%) 无 规 卷曲 (%) 
HaHT-1 36.9 35.5 27.6 
HaHT-2 23.4 31.3 45.3 








200 220 240 200 220 240 200 220 240 200 220 240 (nm) 


pH 6 pH 4.5 pH3 pH 2 








200 220 240 200 220 240 200 220 240 200 220 
pHa pH 9 pH 11 pH 7 
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图 8 HaHT-1 和 HaHT-2 在 不 同 pH "PI — &2E iE G5 Scie 
Fig. 8 The effect of HaHT-1 and HaHT-2 on CD spectrum in different pH 
一 一 : HaHT-1 —* —; HaHT-2 
3&3 pH 对 出 血 毒素 工 和 出 血 毒素 2 二 级 结构 的 影响 
Tab. 3 The effect of pH on secondary structure of HaHT-1 and HaHT 一 2 





HaHT-1 HaHT-2 
cx- 螺 旋 1- 折 得 无 规 卷 曲 a SE B-vidk 无 规 卷曲 

pH (%) (%) (%) (%) (%) (%) 
2 22.8 32.7 44.5 14.9 32.1 53.0 
3 24.2 29.9 45.9 15.0 32.2 52.8 
4.5 29.0 31.1 39.9 16.9 31.5 51.6 
6 37.8 31.1 31.1 22.1 30.4 47.5 
7 36.9 35.5 27.6 23.4 31.4 45.2 
8 29.3 33.8 36.9 19.8 34.0 46.2 
9 29.5 34.2 36.3 18.1 33.7 48.2 

1 26.0 30.9 43.1 16.8 31.5 51.7 


和 
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CD 谱 和 中 性 pH 一 样 。 可 以 看 出 ，208 nm 和 217 nm 负 峰 ， 随 着 pH 的 进一步 降低 ， 
217 nm 的 负 峰 蓝 移 到 205 nm 处 。 

根据 不 同 pH 条 件 下 构象 单元 的 计算 结果 列 于 表 3 中 。 
2.3.3 温度 对 CD 谱 的 影响 “我们 选择 了 50C 的 温度 条 件 ， 当 温度 50 忆 处理 时 ，CD 谱 
变化 不 显著 ，HaHT-1 的 负 峰 仅 蓝 移 2nm， 而 HaHT-2 的 208 nm 负 峰 蓝 移 1 nm， 
217 nm 的 肩 峰 稍 有 减 小 。 对 构象 单元 的 计算 结果 列 于 表 4 中 。 


表 4 温度 对 出 血 窒 素 1 和 出 血 喜 素 2 的 二 级 结构 的 影响 
Tab. 4 The effect of temperature on secondary structure of HaHT~1 and HaHT-2 





HaHT-1 HaHT-2 

温度 xc- 螺旋 Br 无 规 卷曲 -螺旋 8- 折 登 无 规 卷曲 
(C) (96) (95) (99) (%) (%) (%) 
25 36.9 35.5 27.6 23.4 31.4 45.2 





50 28.7 34.9 36.4 17.2 34.4 48.4 


3 讨论 
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HaHT-1 和 HaHT-2。 这 两 个 出 血 毒 素 的 分 子 量 均 为 23.5 kDa, 1B E HR ER S], 
HaHT-1 的 等 电 点 是 5.6， 而 HaHT-2 为 5.2。 从 一 种 蛇毒 中 纯化 的 分 子 量 相同 而 其 它 性 
质 不 同 的 两 个 或 3 个 出 血 毒 素 有 不 少 的 研究 报道 。 徐 淘 等 (1980) 从 安徽 产 尖 吻 蜡 蛇 毒 中 分 
离 的 3 个 出 血 毒素 AaH- 工 、AaH-I 和 AaH- 亚 ， 其 分 子 量 都 为 22kDa， 但 等 电 点 却 
不 尽 相同 ， 分 别 为 4.6. 5.3 和 9.8。 Ovadia(1978) 从 巴勒斯坦 里 蛇 毒 中 纯化 的 3 个 出 血 毒 
素 HR-1、HR-2 和 HR-3 的 分 子 量 均 为 60 kDa, Omori-Satoh 等 (1979) 从 黄 绿 烙铁 头 
蛇毒 中 分 得 的 出 血 毒 素 HR-1a 和 HR-1b 都 是 60 kDa 分 子 量 。Bjarnason 等 (1978) 由 西 
Ap3s BUR Er 3E rh d B9 Hf 33 b. c. d 的 分 子 量 均 为 24 kDa, Ran 等 (1988) 从 巴西 
Eti ire 3E rh eli (BI PRA HA df EET EEUE 22 kDa。 由 此 可 知 一 种 蛇毒 中 存在 分 子 量 
相同 而 其 它 性 质 不 同 的 两 个 或 几 个 出 血 毒 素 的 现象 是 普遍 的 。 

HaHT-1 和 HaHT-2 的 出 血 活性 与 其 酷 蛋 白水 解 活 性 并 不 平行 ，HaHT-1 的 
MHD(0.5 kg) 小 于 HaHT-2 的 MHD(0.8 ug), ifi HaHT-1 的 酪 蛋白 水 解 活性 (12 kg BC 
酸 / 分 ) 却 小 于 HaHT-2 的 酪 蛋白 水 解 活性 (20 ug 酷 氮 酸 /分 )。 这 样 一 种 现象 在 其 它 出 
血 蛋 白 酶 中 亦 有 发 现 ， 因 为 出 血 毒 素 是 一 种 底 物 专 一 性 比较 强 的 蛋白 水 解 酶 ， 其 活性 中 心 
的 底 物 结合 位 点 对 不 同 的 底 物 具有 不 同 的 亲和力 ， 这 也 许 是 蛇毒 中 诸多 蛋白 酶 作用 多 样 化 
的 原因 。 

CD 谱 的 研究 表明 了 HaHT-1 和 HaHT-2 在 构象 上 的 区 别 。HaHT-1 在 远 紫 外 CD 
谱 中 显示 217 nm 处 的 宽 负 峰 ， 为 典型 的 p- 折 又 结构 ， 这 与 崔 涛 等 (1985) 观 察 到 的 AaH 一 
I 的 远 紫 外 CD 谱 极 为 相似 。HaHT-2 在 中 性 pH 和 25C 条 件 下 显示 出 208 nm 和 
217 nm 的 双 负 赂 ， 这 种 非典 型 的 x- 螺旋 、B- 折 又 和 无 规 卷 曲 CD 谱 与 Mori 等 (1987) 对 
红 菱 斑 响 尾 蛇 蛇毒 分 离 的 出 血 毒素 HT-2 和 HT-3 的 CD 谱 相 似 ， 亦 显示 出 208 nm 和 
218 nm 的 双 负 峰 ， 他 们 用 Johnson and Hennssey(1981) 方 法 计算 出 HT-2 和 HT-3 的 a- 
螺旋 、p- 折 又、 无 规 卷 曲 的 含量 也 与 HaHT-2 相似 。 在 非 出 血 蛋 白 中 ， 溶 菌 醇和 胰岛 素 
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亦 具 有 208 nm 和 220 nm 的 双 负 峰 的 非典 型 远 紫外 CD 谱 。 出 血 毒素 在 CD 谱 中 出 现 双 
负 峰 ， 很 可 能 是 由 于 芳香 族 氨基 酸 侧 链 和 二 硫 键 的 作用 。 

从 CD 谱 分 析 HaHT-1 和 HaHT-2 的 构象 单元 含量 可 明显 看 出 两 者 的 差异 ， 这 就 说 
明了 它们 在 生物 活性 上 的 差异 。HaHT-1 的 a- 螺 旋 含量 (36.9%) 高 于 HaHT-2(23.4%)， 
而 HaHT-1 的 无 规 卷 曲 含量 (27.6%) 明 显 低 于 HaHT-2(45.3%)。 这 是 否 是 x- 螺旋 对 出 血 
活性 有 较 多 贡献 而 无 规 卷 曲 对 酷 蛋 白水 解 更 为 合适 ， 有 待 进一步 研究 。 
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BIOCHEMICAL PROPERTIES AND CONFORMATION 
IN LIQUID ON TWO HEMORRHAGIC TOXINS 
FROM THE VENOM OF Deinagkistrodon 
acutus FROM HUNAN 


Ran Yonglu Tao Yong Ye Wenjuan 


(Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming | 650223) 
Abstract 


Two hemorrhagic toxins (HaHT-1 and HaHT-2) from the venom of Deinagkistrodon 
acutus from Hunan have been purified using Sephadex G-75 gel filtration, QAE-Sephadex 
A-50 and CM-Sephadex C-25 ion exchange chromatography. They were homogeneous jud- 
ged by polyacrylamide gel electrophoresis and SDS- polyacrylamide electrophoresis. The 
both consist of single polypeptide chain with similar molecular weight of 23.5 kDa. HaHT-1 
is composed of 213 amino acid residues and HaHT-2 consists of 207 amino acid residues, 
respectively. As determined by polyacrylamide gel isoelectric focusing, their isoelectric 
points are 5.6 for HaHT-1 and 5.2 for HaHT-2, respectively. They were strong 

hemorrhagic toxins with proteolytic activity. EDTA and cysteine could inhibit both 
hemorrhagic and proteolytic activity but trypsin had no effect, suggesting that the toxins are 
metalloproteins and disulfide bridges which had contribution to the conformation of 
activities. Analyses for metals indicated that zinc and calcium were present in both toxins 
with roughly 0.5 mol zinc and 1 mol calcium per 1 mol protein. 

Circular dichroism (CD) was used to examine the conformation of HaHT-] and 
HaHT-2. In the far CD spectrum, it was showed a wide negative peak at 217 nm for 
HaHT-1 and a negative peak at 208 nm with a shoulder peak at 217 nm for HaHT-2. AlL- 
though there is some indication of a high fi-sheet content, it is possible that the aromatic re- 
gion contributed to this complex spectrum for HaHT-2. The secondary structure contents 
calculated by the method of Chen and Yang showed that HaHT-1 was found to be 36.995 
a-helix, 35.5f—-sheet?& and 27.69. randon coil and HaHT-2 to be 23.4% a-Helix, 31.394 
B-sheet and 45.394 randon coil. The effects of pH, temperature and EDTA on CD spectra 
of the hemorrhagins could be found that the conformation of HaHT-1 and HaHT-2 have 
some changes. As they were calculated by the method of Chen and Yang, the contents of 
a—helix were decreased while that randon coil were increased. 

Key words  Deinagkistrodon acutus, Hemorrhagic toxin, Conformation in liquid, Cir- 


cular dichroism 


